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1. Einleitung 
Das menschliche Immunsystem kann bei der Behandlung von Krankheiten sowohl 
ein Ziel als auch eine Barriere für die Therapie mit Wirkstoffen darstellen. Bei 
Infektionskrankheiten wie Leishmaniose oder Aids überlebt der Erreger in Zellen des 
retikuloendothelialen Systems, wodurch das Immunsystem das Ziel für die Therapie 
darstellt. Sollen jedoch andere Gewebe mit partikulären Mikro- oder Nano-
Arzneiformen erreicht werden, führt die vorzeitige Inaktivierung durch Phagozytose 
zu einer Einschränkung oder auch zum Verlust des Therapieerfolges. Mit der 
monozytären THP-1 Zelllinie steht ein Modell zur Verfügung, welches erlaubt, das 
Phagozytoseverhalten von Monozyten und Makrophagen näher zu charakterisieren. 
 
Monozyten und Makrophagen spielen eine wichtige Rolle im Immunsystem z.B. bei 
der Bekämpfung von Infektionen, Entzündungsvorgängen und der Abwehr von 
Fremdsubstanzen. Sie haben ihren Ursprung im Knochenmark und durchlaufen eine 
Entwicklung von hämatopoetischen Stammzellen über Monozyten in der Blutbahn bis 
zu gewebsspezifischen Makrophagen. Umgeben sind diese Zellen von einer 
kohlenhydratreichen Schicht, der Glykokalyx [1, 2]. Diese Zuckerschicht hat 
besondere Relevanz für die Immunantwort des unspezifischen Immunsystems, 
welches auf der Erkennung von  Kohlenhydraten beruht [3]. Makrophagen sind auf 
die Aufnahme von Fremdkörpern spezialisiert, wobei der initiale Schritt in der 
Bindung der körperfremden Substanz an die Zelloberfläche besteht. Diese Bindung 
kommt durch Interaktion zwischen Oberflächenglykoproteinen der phagozytierenden 
Zelle und Zuckerresten auf dem Fremdkörper zustande. Mithilfe von Lektinen können 
spezifisch Kohlenhydratreste der Glykokalyx erkannt werden, wodurch auf bestimmte 
Glykosylierungsmuster geschlossen werden kann. Aber auch durch unspezifische 
Wechselwirkung kann die Aufnahme verschiedener Partikel vermittelt werden [4]. 
Weiters können phagozytierende Zellen durch Modulation ihrer Glykokalyx ihre 
Bindungskapazität und Zelladhäsion regulieren [5]. Die humane Sialidase 
(Neuraminidase), die während der Differenzierung zu Makrophagen verstärkt 
exprimiert wird und an die Zelloberfläche wandert, ist für den Abbau sialylierter 
Glykokonjugate verantwortlich. Eine Suppression der Neuraminidase-Aktivität kann 
eine verminderter Bindungs- und Phagozytosekapazität bewirken [6]. Eine 
zusätzliche Behandlung mit Neuraminidase soll durch Entfernung von Sialinsäure an 
der Zelloberfläche die Phagozytosefähigkeit steigern [7].   
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 In der vorliegenden Diplomarbeit sollte anhand von Interaktions- und 
Internalisationsstudien mit unterschiedlichen Lektinen, Nanopartikeln und Lektin-
modifizierten Nanopartikeln das Phagozytoseverhalten von THP-1 Monozyten und 
differenzierten Makrophagen näher charakterisiert werden. Zusätzlich sollte mit Hilfe 
von Monensin die intrazelluläre Lokalisation der Lektine untersucht werden. Um 
einen möglichen Einfluss von Partikelaufbau und –größe zu erkennen, sollten sowohl 
Polystyrol- als auch PLGA-Partikel eingesetzt werden. Weiters sollte der Einfluss 
einer Neuraminidase-Vorinkubation auf die Glykokalyx und die daraus resultierende 
Änderung des Lektinbindungsmusters untersucht werden.  
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2. Allgemeines 
 
2.1. Drug Targeting 
Das Ziel des Drug Targeting ist, einen Arzneistoff über ein molekulares oder 
supramolekulares Trägersystem selektiv zu seiner Zielzelle zu transportieren. 
Grundsätzlich sind passives Targeting unter Ausnutzung physiologischer 
Besonderheiten des Zielgewebes, physikalisches Targeting basierend auf nicht 
physiologischen pH-Werten oder Temperaturen im Zielgewebe, sowie magnetisches 
Targeting, aktives Targeting unter Ausnutzung spezifischer Vektoren am Wirkstoff 
oder Wirkstoffträger und Targeting unter Verwendung zellulärer Träger möglich.  
Das Prinzip des aktiven Targeting beruht auf der Beobachtung, dass jeder Zelltyp an 
seiner Zellmembran charakteristische Proteine exprimiert. So ist es möglich, gezielt 
Liganden für diese Proteine einzusetzen und diese an Wirkstoffe oder Wirkstoffträger 
zu koppeln. Als Vektormoleküle kommen Antikörper, Antikörperfragmente, 
Lipoproteine, Lektine, Saccharide oder niedermolekulare organische Substanzen, die 
Substrate für Transporter oder Enzyme sind, in Frage. Da nur wenige 
Effektormoleküle an einen Vektor gekoppelt werden können, erweist es sich als 
sinnvoll, supramolekulare Wirkstoffträger, wie Mizellen, Liposomen oder Nanopartikel 
zu verwenden.   
 
2.2. Beschreibung der THP-1 Zelllinie 
THP-1 Zellen (ATCC-Nr. TIB-202) wurden aus dem Blut eines an akuter monozytärer 
Leukämie erkrankten einjährigen Jungen isoliert. Sie weisen Merkmale von 
Monozyten auf, wie zum Beispiel die Fähigkeit zur Phagozytose und die Produktion 
von Lysozymen. Die Zellen wachsen in Suspension und bilden zum Teil lockere 
Anhäufungen. Durch Behandlung mit Phorbolestern differenzieren sie zu 
Makrophagen und werden adhärent [8]. 
 
2.3. Beschreibung der Nanopartikel 
Pharmazeutische Formulierungen im Nanometerbereich besitzen als kolloidale 
Arzneiformen einen wichtigen Stellenwert in der pharmazeutischen Forschung. Die 
partikulären Trägersysteme bieten durch Verkapselung empfindlichen Wirkstoffen 
- 5 - 
Schutz und können Wirkstoffe, die in herkömmlichen Darreichungsformen nicht 
applizierbar sind, bioverfügbar machen. Nanopartikel aus Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 
(PLGA) erfüllen aufgrund ihrer biokompatiblen und biodegradierbaren Eigenschaften 
die medizinischen und pharmazeutischen Anforderungen an Hilfsstoffe. Durch 
Immobilisierung von Targetern an der Partikeloberfläche kann ein zielgerichteter 
Wirkstoff-Transport erreicht werden. Im Vergleich mit herkömmlichen Arzneiformen 
ist dadurch eine Dosisreduktion möglich, wodurch zusätzlich die Toxizität gesenkt 
werden kann, sodass die Lebensqualität und Compliance des Patienten steigen. Die 
intravenöse Applikation von Nanopartikeln bietet zwar die Möglichkeit zur 
Wirkstofffreisetzung am Zielorgan, doch die Zellen des RES (retikuloendotheliales 
System) stellen durch Phagozytose der im Blutkreislauf zirkulierenden Nanopartikel 
ein bedeutendes Hindernis dar. Durch Ummantelung der Nanopartikel mit 
Polyethylenglycol (PEG) kann die Aufnahme durch Monozyten und Leukozyten 
eingeschränkt werden [9, 10]. 
 
2.3.1. Fluoresbrite® YG  
Es handelt sich um fluoreszierende Latex Nanosphären auf Polystyrolbasis. Da ein 
unbekannter Farbstoff mit den Anregungs- und Emissionswellenlängen von 
Fluorescein in der hydrophoben Partikelmatrix eingeschlossen ist, steht die 
Oberfläche für Proteinadsorption und kovalente Bindung über funktionelle Gruppen 
zur Verfügung. 
Die Nanopartikel mit einem Durchmesser von 0,2 µm sind in einer 2,5% wässrigen 
Suspension erhältlich. Bei lichtgeschützter Lagerung und bei einer Temperatur von 
4°C ist die Stabilität gewährleistet [11]. 
 
2.3.2. Bodipy-PLGA-Nanopartikel 
Bodipy-PLGA-Nanopartikel bestehen aus einer PLGA-Matrix, einem bioabbaubaren 
und –kompatiblen Polymer aus Milchsäure und Glykolsäure. In diese Matrix ist der 
hydrophobe Farbstoff Bodipy® (BOD; 4,4-difluoro-1,3,5,7,8-pentamethyl-4-bora-
3a,4a-diaza-5-indacene), der fluoresceinähnliche spektrale Eigenschaften besitzt, 
eingebettet. Das im Gegensatz zu Fluorescein stark hydrophobe Fluorophor macht 
einen effizienten Einschluss in die Polymerpartikel möglich. Im Rahmen dieser 
Diplomarbeit wurden deshalb BOD-markierte PLGA-Nanosphären verwendet, die 
mittels Solvent Evaporation Technik hergestellt wurden. Die Nanopartikelsuspension 
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wird durch Pluronic® F68, ein Blockpolymer aus Polyethylenoxid- und 
Polypropylenoxideinheiten, sterisch stabilisiert. 
Eine kurzfristige lichtgeschützte Lagerung bei 4°C ist zwar möglich, doch um 
längerfristige Stabilität sicherzustellen, wird die Nanopartikelsuspension bei –80°C 
gelagert. 
 
2.4. Beschreibung der Lektine 
Lektine sind Proteine oder Glykoproteine nicht-immunologischen Ursprungs, die 
Kohlenhydratstrukturen spezifisch erkennen können. Sie besitzen eine oder mehrere 
Zuckerbindungsstellen und können dadurch reversibel an freie Zucker oder 
Zuckerreste von Polysacchariden, Glykoproteinen oder Glykolipiden binden. Obwohl 
Lektine in fast allen Organismen vorkommen, sind die am besten erforschten Lektine 
pflanzlichen Ursprungs. Viele Lektine überstehen die Passage durch den 
Verdauungstrakt unbeschadet und gelangen in biologisch aktiver Form in den 
Blutkreislauf. Anwendung finden Lektine in der Biochemie, Zellbiologie, Immunologie, 
Diagnostik und Krebsforschung [12, 13]. 
 
2.4.1. WGA (wheat germ agglutinin) 
Das Weizenkeimlektin, das aus Triticum vulgare isoliert wird, ist ein dimeres Protein, 
welches sich aus zwei identischen Untereinheiten aus 171 Aminosäuren 
zusammensetzt. Die Spezifität von WGA richtet sich auf N-Acetylglukosamin und N-
Acetylglukosamin-Oligomere. Weiters bindet WGA an Sialinsäure-hältige 
Oligosaccharide. Oral aufgenommenes WGA wird von intestinalen Epithelzellen 
aufgenommen und gelangt so in den Blutkreislauf. Anwendung findet WGA zum 
Beispiel in der Analyse von Glykoproteinen, wobei markiertes WGA zum Nachweis 
von N-Acetylglukosaminstrukturen dienen kann. 
 
2.4.2. PNA (peanut agglutinin) 
Das Erdnuss-Lektin aus Arachis hypogaea ist ein Tetramer mit einer Molmasse von 
110 kDa, wobei die Molmasse der Untereinheiten jeweils etwa 27 kDa beträgt. Das 
nicht glykosylierte Protein ist in der Lage Ca2+- und Mg2+-Ionen zu binden und 
reagiert sehr spezifisch mit β-D-Galaktoseresten. PNA agglutiniert nur Zellen, die mit 
Neuraminidase vorbehandelt wurden und stellt aufgrund der Spezifität für nicht 
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reduzierende D-Galaktosylendgruppen ein wichtiges Agens in der Aufklärung von 
Zelloberflächenstrukturen dar.  
 
2.4.3. SNA (sambucus nigra agglutinin) 
Das Holunder-Lektin SNA wurde aus der Rinde von Sambucus nigra isoliert. Das 
Glykoprotein mit einer Molmasse von 240 kDa setzt sich aus 4 Untereinheiten 
zusammen [A-s-s-B], deren B-Ketten aufgrund zusätzlicher Cysteinreste über 
Disulfidbrücken paarweise verbunden sind. SNA besitzt eine Spezifität für 
Neu5Acα(2,6)Gal/GalNAc-Sequenzen und wird für die Isolierung und Fraktionierung 
sialylierter Oligosaccharide und Zuckerkonjugate verwendet [14]. 
 
2.5. Beschreibung der oberflächenmodifizierten Nanopartikel 
Jeder Zelltyp besitzt charakteristische Merkmale, die ihn von anderen Zelltypen 
unterscheiden und für aktives Targeting ausgenutzt werden können. Sind diese 
Merkmale auf der Zelloberfläche lokalisiert, ist es möglich, spezifische Liganden für 
diese Oberflächenstrukturen an den Wirkstoffträger zu koppeln, um eine gezielte 
Interaktion zwischen Zelle und Wirkstoffträger zu ermöglichen.  
 
2.5.1. WGA-modifizierte Nanopartikel 
Bei den WGA-modifizierten Nanopartikeln handelt es sich um oberflächenmodifizierte 
PLGA-Nanosphären. Durch Konjugation mit Lektinen wird eine spezifische 
Interaktion mit Oligosaccharidstrukturen der zellulären Glykokalyx möglich. Durch die 
cytoadhäsiven und cytoinvasiven Eigenschaften von WGA kann die Aufnahme von 
PLGA-Nanopartikeln in die Zelle gesteigert werden [15]. 
 
2.5.2. BSA-modifizierte Nanopartikel 
Um den Beitrag von unspezifischen Bindungsmechanismen an die Zellen zu 
erfassen, wurden PLGA-Partikel mit fluoreszenzmarkiertem bovinem Serumalbumin 
modifiziert [16]. 
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3. Experimenteller Teil 
3.1. Materialien 
PBS-Puffer pH 7,2 mit Calcium und Magnesium, partikelfrei 
CaCl2 – Stammlösung 50,0 ml  
(CaCl2-Stammlösung: 2,65 g CaCl2 * 2 H2O pro 1000 ml H2O) 
KCl 0,2 g 
KH2PO4 0,2 g 
MgCl2 * 6H2O 0,1 g 
NaCl 8,0 g 
Na2HPO4 * 2H2O 0,764 g 
Aqua dest.  ad 1000,0 ml 
 
PBS-Puffer pH 7,2 
Stammlösung: Die Stammlösung wird 1:10 mit Aqua bidest. verdünnt. 
NaCl 80,0 g 
KCl 2,0 g 
Na2HPO4*7H2O 11,5 g 
KH2PO4 2,0 g 
Na2HPO4*12H2O 15,4 g 
Aqua bidest. ad 1000,0 ml 
 
20 mM HEPES/NaOH-Puffer pH 7,4 
4,77 g HEPES (4-(2-Hydroxyethyl-1-piperazinyl-ethansulfonsäure) werden in 1000 ml 
Aqua dest. gelöst und mit verdünnter NaOH auf pH 7,4 eingestellt.  
 
20 mM HEPES/NaOH-Puffer pH 7,4, isoton 
20 mM HEPES/NaOH-Puffer pH 7,4  1000 ml 
NaCl               6 g 
 
RPMI-1640-Gewebekulturmedium (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) mit: 
10% hitzeinaktiviertem FCS (fetales Kälberserum) 
200 mM L-Glutamin 
Penicillin/Streptomycinlösung (104 U/ml) 
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0,25% EDTA-Lösung in PBS-Puffer 
 
MY4-FITC-Lösung 
FITC-markierte murine monoklonale Antikörper (Beckmann Coulter, Krefeld, 
Deutschland), verdünnt 1:20 in PBS mit 2% FCS  
 
MsIgG2b-FITC-Lösung (Beckmann Coulter, Krefeld, Deutschland) 
 
Poly(D,L-laktid-co-glykolid) (PLGA) Resomer RG 503H (Boehringer Ingelheim, 
Ingelheim, Deutschland) 
 
Pluronic® F68 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 
 
Fluoresbrite plain YG 0,2 micron microspheres (Polysciences, Warrington, USA) 
2,5% solids-latex 
 
1-Ethyl-3(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDAC) (Sigma-Aldrich, St. Louis, 
USA) 
 
N-Hydroxysuccinimid (NHS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 
 
Fluoreszenzmarkierte Lektine (Vector Laboratories, Burlingame, USA) 
Lektin aus Abkürzung Molares Verhältnis Fluorescein/Protein 
Triticum vulgare WGA 2,9 
Sambucus nigra SNA 7,2 
Arachis Hypogaea PNA 4,7 
 
Neuraminidase (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 
Neuraminidase aus Vibrio cholerae wurde verwendet, um Sialinsäure von 
Glykoproteinen abzuspalten. Die Neuraminidaselösung wurde mit FCS-freiem 
Medium soweit verdünnt, dass eine Aktivität von 0,2 bzw. 0,1 U/ml erreicht wurde.  
 
Monensin 
Monensin Natrium Salz (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)  
2,4 mM in Ethanol 
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Monensin wurde zur Untersuchung der intrazellulären Lokalisation der Lektine 
verwendet. 
 
3.2. Allgemeine Handhabung und Subkultivierung der Zellen 
Die Zellen wurden bei einer Zelldichte von 1x105 Zellen/ml in RPMI-1640 
Kulturmedium ausgesät und in einer feuchten Atmosphäre bei 37°C und 5% CO2 
kultiviert. Alle 2 bis 3 Tage wurden die Zellen passagiert und das Medium erneuert.  
Um die Differenzierung zu Makrophagen auszulösen wurden die Zellen bei einer 
Dichte von 9x105 Zellen/ml in Kulturmedium resuspendiert und nach Zugabe von 
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA; 8 nM in DMSO) 48 Stunden bei 37°C inkubiert. 
Für die Versuche wurden die adhärenten Zellen mit 0,25% EDTA-Lösung von der 
Kulturflasche abgelöst. Die Zellen wurden zentrifugiert (1000 rpm, 5 Min, 4°C) und 
mit partikelfreiem Calcium- und Magnesium-hältigen PBS (PBS-Ca2+-Mg2+) auf eine 
Zelldichte von 5x106 Zellen/ml eingestellt.  
Die Viabilität der Zellen wurde mittels Trypanblaufärbung kontrolliert und die 
Bestimmung der Zellzahl erfolgte in einer Bürker-Türk Zählkammer. 
 
3.3. Differenzierungsnachweis zu Makrophagen 
Nach PMA-Behandlung zeigten sich im Mikroskop morphologische Unterschiede 
zwischen differenzierten und undifferenzierten Zellen. Während unbehandelte Zellen 
in Suspension wuchsen, Aggregate bildeten und kugelähnlich geformt waren, lagen 
differenzierte Zellen in adhärenter Form vor und waren länglich und abgeflacht. 
Um die Differenzierung zu verifizieren wurden CD14 Rezeptoren, die infolge der 
Differenzierung zu Makrophagen vermehrt an der Zelloberfläche exprimiert werden, 
durch eine Antigen-Antikörper Reaktion und anschließende durchflusszytometrische 
Analyse quantifiziert [17]. 
 
Praktische Durchführung: 
Undifferenzierte Zellen wurden zentrifugiert (1000 rpm, 5 Min, 4°C) und mit 
Färbepuffer (PBS mit 0,1% NaN3 und 2% FCS) auf eine Zelldichte von 5x106 
Zellen/ml eingestellt. Differenzierte Zellen wurden mit 0,25% EDTA-Lösung abgelöst 
und auf dieselbe Zellkonzentration eingestellt.  
50 µl Zellsuspension wurden mit 210 µl eines FITC-markierten CD14 Antikörpers 
(MY4-FITC) 30 Minuten bei 4°C inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden 
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die Zellen zentrifugiert und  zur Entfernung von überschüssigem, ungebundenem 
Antikörper 200 µl Überstand abgehoben, 140 µl Waschpuffer (PBS mit 0,1% NaN3) 
zugesetzt, nochmals zentrifugiert, wieder 150 µl Überstand abgehoben und das 
Zellpellet in 150 µl Waschpuffer resuspendiert.  
Um den Beitrag der Eigenfluoreszenz der Zellen zu erfassen, wurden 50 µl 
Zellsuspension mit PBS anstelle von  Antikörperlösung versetzt und in gleicher 
Weise behandelt. 
Zur Bestimmung der spezifischen Antikörperbindung wurden 50 µl Zellsuspension 
mit 210 µl FITC-markierter Isotypenlösung (MsIgG2b) inkubiert und danach die 
Zellen wie oben beschrieben gewaschen. 
Alle Zellen wurden schließlich in 1 ml PBS-Ca2+-Mg2+ resuspendiert und die mittlere 
zellassoziierte Fluoreszenzintensität (MFI) durchflusszytometrisch bestimmt.  
Um die spezifische Antikörperbindung zu bestimmen, wurden die MFI-Werte der 
Isotypenkontrolle von den jeweiligen Daten subtrahiert. Die Rezeptorexpression ist 
als positiv anzusehen, wenn die MY4-FITC-MFI über der MFI der Isotypenkontrolle 
liegt bzw. ein Anstieg der CD14 Expression im Vergleich zu den unbehandelten 
Zellen zu beobachten ist. 
 
Inkubationszeit 
(Stunden) 
MFI 
PBS MY4-FITC MsIgG2b spezifische Ak-Bindung
0 0,27 ± 0,12 1,10 ± 0,27 0,57 ± 0,06 0,53 ± 0,23 
24 0,20 ± 0,00 1,30 ± 0,00 0,53 ± 0,06 0,77 ± 0,06 
48 0,20 ± 0,00 10,27 ± 0,47 0,53 ± 0,06 9,74 ± 0,42 
Tab. 1: Mittlere zellassoziierte Fluoreszenzintensitäten von THP-1 Zellen nach spezifischer 
Antikörperbindung durch PMA-Behandlung (0-48 Stunden) 
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Die Nanopartikelsuspension wurde durch Diafiltration mithilfe einer Vivaflow Kassette 
(Vivaflow 50, 100 000 MWCO PES, Sartorius Vivascience GmbH) fünfmal mit jeweils 
40 ml PBS gewaschen, wobei zunächst die  Suspension von 40 auf 20 ml eingeengt 
wurde. Die gereinigte Partikelsuspension wurde weiter konzentriert, indem 20 ml 
Suspension auf ein Volumen von 10 ml eingeengt wurden. Die mittlere Partikelgröße 
wurde durch dynamische Lichtstreuung (Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments 
Ltd.) bestimmt und betrug 112,5 nm bei einem Polydispersitätsindex (PDI) von 0,121. 
 
3.4.3. Herstellung der oberflächenmodifizierten PLGA-Nanosphären 
Eine PLGA-Nanopartikelsuspension wurde wie in Kapitel 3.4.1. beschrieben 
hergestellt. Die Carboxylgruppen auf der Partikeloberfläche von 40 ml Suspension 
wurden durch Zugabe von 480 mg N-(3-Dimethylaminopropyl)-N´-
ethylcarbodiimidhydrochlorid (EDAC) und 20 mg N-Hydroxysuccinimid (NHS), jeweils 
gelöst in 1 ml Aqua dest., aktiviert. Nach zweistündiger end-over-end Inkubation bei 
Raumtemperatur wurde die Suspension zweimal mit 40 ml 20 mM HEPES/NaOH pH 
7,4 mit. 0,5% Pluronic® F68 (HEPES/Pluronic) in einer Vivaflow Kassette gewaschen 
und auf das Ursprungsvolumen eingeengt. Die Nanopartikelsuspension wurde auf 
zwei gleiche Teile aufgeteilt und jeweils 20 nmol WGA (0,72 mg) oder BSA (1,32 
mg), gelöst in 1 ml HEPES/Pluronic, hinzugefügt. Nach end-over-end Inkubation über 
Nacht wurden überschüssige aktivierte Carboxylgruppen durch Zugabe von jeweils 
300 mg Glycin, gelöst in 3 ml HEPES/Pluronic, und weitere einstündige Inkubation 
abgesättigt. Überschüssige Reagentien wurden durch einmaliges Waschen mit 
jeweils 40 ml HEPES/Pluronic und zweimaliges Waschen mit jeweils 40 ml isotonem 
20 mM HEPES/NaOH pH 7,4 mit 0,5% Pluronic® entfernt. Im Zuge der Kopplung 
entstandene Aggregate wurden durch Filtration durch ein Millipore®-Filter mit einem 
Porendurchmesser von 1 µm entfernt.  
Die mittlere Partikelgröße wurde durch dynamische Lichtstreuung bestimmt und 
betrug für WGA-funktionalisierte Nanosphären 160,3 nm (PDI 0,130) und für BSA-
modifizierten Nanosphären 151,2 nm (PDI 0,133). Die an die Partikeloberfläche 
gekoppelte Menge an fluoreszenzmarkiertem Protein wurde nach Auflösen eines 
Aliquotes in 0,1M NaOH fluorimetrisch bestimmt. Die Suspensionen enthielten 3,9 
µg/ml WGA bzw. 2,1 µg/ml BSA. 
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3.5. Fluorimetrie 
Um bei der durchflusszytometrischen Analyse der mit Fluoresbrite- und Bodipy-
PLGA-Nanopartikelsuspensionen inkubierten THP-1 Zellen vergleichbare MFI-Werte 
zu erzielen, wurden die Nanopartikelsuspensionen mit PBS-Ca2+-Mg2+ soweit 
verdünnt, dass die fluorimetrisch bestimmten Fluoreszenzintensitäten beider 
Suspensionen bei etwa 20 000 lagen. Diese Vorgehensweise wurde gewählt, da bei 
der Fluorimetrie die Intensität des emittierten Lichts zur Menge an fluoreszierender 
Substanz proportional ist.   
Für die Untersuchungen wurde ein Spectrafluor Fluorimeter (TECAN Austria, Grödig) 
eingesetzt.  
 
Praktische Durchführung: 
Die Messungen erfolgten in Mikrotiterplatten (Greiner 96 Flat bottom, transparent, 
Polystyrol), wobei das Füllvolumen pro well exakt 100 µl betrug. Der entsprechende 
Puffer, in dem die zu untersuchende Probe gelöst oder suspendiert war, wurde als 
Leerwert berücksichtigt. Die Anregungs- bzw. Emissionswellenlänge lag bei 485 bzw. 
525 nm, die Verstärkung wurde auf Faktor 85 eingestellt. 
 
3.6. Durchflusszytometrie 
Für die durchflusszytometrische Analyse wurde ein Epics XL-MLC Flowzytometer 
(Coulter, FL, USA) verwendet. Um tote Zellen, Zellbruchstücke und –aggregate von 
viabilen Zellen zu trennen, wurden die Zellen aufgrund ihrer Vorwärts- und 
Seitwärtsstreuungsintensitäten zwei verschiedenen Populationen (gates) zugeordnet. 
Pro Probe wurden 2000 Einzelzellen analysiert und Zellgröße, Granularität und 
zellassoziierte Fluoreszenz erfasst. 
 
Praktische Durchführung: 
50 µl Zellsuspension werden in einem Messröhrchen mit 1 ml auf 4°C gekühltem, 
partikelfreien PBS-Ca2+-Mg2+ verdünnt und analysiert. Weiters wurde bei allen 
Versuchen die Eigenfluoreszenz einer unbeladenen Zellsuspension erfasst und als 
Leerwert in die Berechnungen miteinbezogen. 
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3.7. Bindungsstudien mit unterschiedlich modifizierten 
Nanopartikeln 
Anhand der folgenden Bindungsstudien sollte die optimale Inkubationszeit von THP-
1 Zellen mit Nanopartikelsuspensionen bei 4°C ermittelt werden, um die 
größtmögliche Zellbindung der Partikel an Einzelzellen zu erzielen. Bei dieser 
Temperatur reduzieren die Zellen ihren Stoffwechsel soweit, dass sich die Interaktion 
auf die Bindung der Nanopartikel an die Zelloberfläche beschränkt und die 
Internalisation oberflächengebundener Partikel weitgehend ausgeschlossen werden 
kann. 
 
Praktische Durchführung: 
Die Versuchsreihe wurde sowohl mit PMA-vorbehandelten, differenzierten als auch 
undifferenzierten Zellen durchgeführt.  
50 µl Zellsuspension (5x106 Zellen/ml) wurden mit 50 µl Nanopartikelsuspension 
unterschiedlich lange bei 4°C inkubiert. Um ungebundene Partikel zu entfernen, 
wurden danach 100 µl PBS-Ca2+-Mg2+ zugesetzt und zentrifugiert (1000 rpm, 5 Min, 
4°C). 150 µl Überstand wurden abgehoben und durch 150 µl PBS-Ca2+-Mg2+ ersetzt. 
Nach nochmaligem Zentrifugieren wurden 150 µl Überstand abgehoben. Die 
restlichen 50 µl Zellsuspension wurden resuspendiert, mit 1 ml PBS-Ca2+-Mg2+ 
verdünnt und durchflusszytometrisch analysiert. 
Für alle Versuche wurden Negativkontrollen, bei denen die Nanopartikelsuspension 
durch PBS-Ca2+-Mg2+ ersetzt wurde, erstellt und in die Berechnungen einbezogen. 
 
3.7.1. Interaktion von Bodipy-PLGA- und Fluoresbrite-Nanopartikeln mit 
THP-1 Zellen 
In diesen Versuchen wurden Bodipy-PLGA- und Fluoresbrite-Nanosphären 
eingesetzt und die Nanopartikelsuspensionen mit PBS-Ca2+-Mg2+ soweit verdünnt, 
dass die mittels eines Fluorimeters (Spectrafluor,  TECAN Austria) bestimmten 
Fluoreszenzintensitäten beider Suspensionen etwa gleich waren. Dabei wurde 
versucht, Fluoreszenzintensitäten von etwa 20 000 bei einer Anregungs- bzw. 
Emissionswellenlänge von 485 bzw. 525 nm und einer Verstärkung von 85 zu 
erreichen.  
  
- 16 - 
Inkubationsdauer
(Minuten) 
MFI 
BOD-PLGA Fluoresbrite  
15 16,5 ± 0,2 3,3 ± 0,3 
30 17,7 ± 0,0 3,5 ± 0,1 
45 22,1 ± 0,6 2,9 ± 0,2 
60 18,5 ± 0,5 3,2 ± 0,0 
120 21,7 ± 2,7 3,5 ± 0,3 
Tab. 2: Vergleich der an differenzierte THP-1 Zellen gebundenen Menge Bodipy-PLGA- und 
Fluoresbrite-Nanopartikel nach unterschiedlicher Inkubationsdauer bei 4°C. 
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Abb. 2: Mittlere Fluoreszenzintensität differenzierter THP-1 Zellen nach Inkubation mit Bodipy-PLGA- 
und Fluoresbrite-Nanopartikeln über einen Zeitraum von 15-120 Minuten bei 4°C.  
 
Inkubationsdauer
(Minuten) 
MFI 
BOD-PLGA Fluoresbrite  
15 4,5 ± 0,4 6,0 ± 0,1 
30 5,5 ± 0,0 5,9 ± 0,1 
45 5,5 ± 0,2 5,9 ± 0,4 
60 6,7 ± 1,2 6,1 ± 0,1 
120 6,9 ± 0,3 5,3 ± 0,1 
Tab. 3: Vergleich der an undifferenzierte THP-1 Zellen gebundenen Menge Bodipy-PLGA- und 
Fluoresbrite-Nanopartikel nach unterschiedlicher Inkubationsdauer bei 4°C. 
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Abb. 3: Mittlere Fluoreszenzintensität undifferenzierter THP-1 Zellen nach Inkubation mit Bodipy-
PLGA- und Fluoresbrite-Nanopartikeln über einen Zeitraum von 15-120 Minuten bei 4°C.  
 
Da bei einer Inkubation von sowohl differenzierten als auch undifferenzierten THP-1 
Zellen mit Bodipy-PLGA-Nanopartikeln und Fluoresbrite-Nanosphären bei 4°C über 
einen Zeitraum von bis zu 120 Minuten keine signifikante Erhöhung der mittleren 
zellassoziierten Fluoreszenzintensität im Vergleich zur 15-minütigen Inkubation zu 
beobachten war, wurde angenommen, dass bereits nach 15 Minuten die maximale 
Bindungsrate der Nanopartikel an die Zelloberfläche erreicht wurde. Für die 
folgenden Internalisationsstudien mit Nanopartikeln wurde deshalb für die Pulse-
Inkubation, in der die Partikel an die Oberfläche der Zellen binden, ein Zeitraum von 
15 Minuten festgelegt. 
 
3.7.2. Interaktion von WGA- und BSA-modifizierten PLGA-Nanopartikeln 
mit THP-1 Zellen  
Es wurden oberflächenmodifizierte PLGA-Nanosphären verwendet, wobei die BSA-
modifizierte Nanosphärensuspension 5:1 mit isotonem 20 mM HEPES/NaOH pH 7,4 
mit  0,5% Pluronic® verdünnt wurde, um vergleichbare Partikelkonzentrationen in 
WGA- und BSA-funktionalisierten Partikelsuspensionen zu erreichen. Hierzu wurde 
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das Ausmaß der Absorption von Licht einer Wellenlänge von 600 nm durch 
unterschiedliche Verdünnungsstufen der Partikelsuspensionen bestimmt und nach 
Erstellung einer Eichgeraden der entsprechende Verdünnungsfaktor errechnet. 
Diese Vorgehensweise wurde gewählt, da bei den oberflächenmodifizieren Partikeln  
wegen unterschiedlichen Gehaltes an fluoreszenzmarkiertem WGA und BSA die 
Fluorimetrie keinen Rückschluss auf die Partikelkonzentration ermöglichte. PMA-
behandelte Zellen und undifferenzierte Zellen wurden über einen Zeitraum von 15 bis 
45 Minuten bei 4°C mit WGA- und BSA-modifizierten PLGA-Nanopartikeln inkubiert. 
Die BSA-modifizierten Partikel sollten zur Kontrolle dienen, um den Einfluss 
unspezifischer Wechselwirkungen abzuschätzen. 
 
Inkubationsdauer
(Minuten) 
MFI 
WGA/PLGA BSA/PLGA 
15 8,6 ± 0,4 0,1 ± 0,0 
30 9,4 ± 0,2 0,2 ± 0,1 
45 8,9 ± 0,3 0,1 ± 0,0 
Tab. 4.: Vergleich der an differenzierte THP-1 Zellen gebundenen Menge an WGA- und BSA-
modifizierten PLGA-Nanopartikeln nach unterschiedlicher Inkubationsdauer bei 4°C. 
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Abb. 4: Mittlere Fluoreszenzintensität differenzierter THP-1 Zellen nach Inkubation mit WGA- und BSA-
modifizierten PLGA-Nanopartikeln über einen Zeitraum von 15-45 Minuten bei 4°C.  
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 Inkubationsdauer
(Minuten) 
MFI 
WGA BSA 
15 7,7 ± 0,8 0,1 ± 0,1
30 8,5 ± 0,3 0,1 ± 0,0
45 8,4 ± 0,0 0,1 ± 0,1
Tab. 5: Vergleich der an undifferenzierte THP-1 Zellen gebundenen Menge an WGA- und BSA-
modifizierten PLGA-Nanopartikeln nach unterschiedlicher Inkubationsdauer bei 4°C. 
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Abb. 5: Mittlere Fluoreszenzintensität undifferenzierter THP-1 Zellen nach Inkubation mit WGA- und 
BSA-modifizierten PLGA-Nanopartikeln über einen Zeitraum von 15-45 Minuten bei 4°C. 
 
Da bei den oberflächenmodifizierten Nanopartikeln nach einer Inkubationszeit über 
einen Zeitraum von 15 bis 45 Minuten bei 4°C nach einer Inkubationszeit von 30 
Minuten die höchsten MFI-Werte gemessen wurden, dürfte die maximale 
Bindungsrate der Partikel an die Zelloberfläche nach 30 Minuten erreicht sein. 
Deshalb wurde bei den folgenden Internalisationsstudien nach Pulse-Chase-
Protokoll für die Pulse-Inkubation ein Zeitraum von 30 Minuten gewählt. Darüber 
hinaus war die Bindungsrate von BSA-modifizierten Partikeln an die Zellen 
vernachlässigbar, da die MFI-Werte im Bereich der Eigenfluoreszenz der Zellen 
lagen. 
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3.8. Internalisierungsstudien und Untersuchung der 
intrazellulären Lokalisation von Nanopartikeln  
3.8.1. Internalisierung von Bodipy-PLGA- und Fluoresbrite-Nanopartikeln 
durch THP-1 Zellen 
In der folgenden Versuchsreihe sollte untersucht werden, ob oberflächlich 
gebundene Bodipy-PLGA- und Fluoresbrite-Nanopartikel von THP-1 Zellen, die als 
Monozyten und besonders als Makrophagen eine hohe Phagozytosefähigkeit 
erwarten lassen, auch internalisiert werden können. Entsprechend einem Pulse-
Chase-Protokoll werden die Nanopartikel zuerst bei 4°C an die Zelloberfläche 
gebunden (Pulse) und nach Entfernung der ungebunden Partikel werden die Zellen 
unterschiedlich lange bei 37°C inkubiert (Chase). Die während der Pulse-Inkubation 
an die Zelloberfläche gebundenen Nanopartikel sollten während der Chase-Phase 
internalisiert werden, da Zellen nur bei 37°C metabolisch aktiv sind. Zum Vergleich 
wurden die Versuche auch bei 4°C durchgeführt. Bei dieser Temperatur wird 
aufgrund des reduzierten Zellstoffwechsels keine Internalisierung erwartet. 
 
Praktische Durchführung: 
Die Versuche wurden mit beiden Zelltypen durchgeführt. Für die Versuche wurden 
Bodipy-PLGA- und Fluoresbrite-Nanopartikelsuspensionen wieder mit PBS-Ca2+-
Mg2+ soweit verdünnt, dass die fluorimetrisch bestimmten Fluoreszenzintensitäten 
beider Suspensionen etwa gleich waren. 
50 µl Zellsuspension (5x106 Zellen/ml) und 50 µl Nanopartikelsuspension wurden 15 
Minuten bei 4°C inkubiert. Um ungebundene Partikel zu entfernen, wurden 100 µl 
PBS-Ca2+-Mg2+ zugesetzt und zentrifugiert (1000 rpm, 5 Min, 4°C). 150 µl Überstand 
wurden abgehoben und durch 150 µl PBS-Ca2+-Mg2+ ersetzt. Nach nochmaligem 
Zentrifugieren wurden 150 µl Überstand abgehoben. Danach wurde 0 bis 120 
Minuten bei 4°C oder 37°C inkubiert. Die Zellsuspension wurde resuspendiert, mit 1 
ml PBS-Ca2+-Mg2+ verdünnt und durchflusszytometrisch analysiert. 
In alle Versuche wurden Negativkontrollen, die statt Nanopartikelsuspension PBS-
Ca2+-Mg2+ enthielten, inkludiert und in den Berechnungen berücksichtigt. 
 
Die Pulse-Chase-Inkubation von THP-1 Zellen mit Bodipy-PLGA-Nanopartikeln ergab 
folgende Werte: 
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Chase-Inkubation
(Minuten) 
MFI 
4°C  37°C 
0 9,05 ± 0,35 9,05 ± 0,35
10 8,35 ± 0,92 4,25 ± 0,21
30 9,25 ± 0,07 2,00 ± 0,28
60 9,35 ± 0,07 1,50 ± 0,21
120 9,50 ± 0,71 1,10 ± 0,14
Tab. 6: Vergleich der MFI-Werte differenzierter THP-1 Zellen nach Inkubation mit Bodipy-PLGA 
Nanopartikeln über einen Zeitraum von 0 bis 120 Minuten bei 4°C und 37°C. 
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Abb. 6: Mittlere Fluoreszenzintensitäten differenzierter THP-1 Zellen nach Inkubation mit Bodipy-PLGA 
Nanopartikeln über einen Zeitraum von 0 bis 120 Minuten bei 4°C und 37°C. 
 
Chase-Inkubation
(Minuten) 
MFI 
4°C  37°C 
0 4,35 ± 0,21 4,35 ± 0,21
10 3,80 ± 0,14 2,95 ± 0,21
30 4,20 ± 0,57 2,10 ± 0,00
60 4,55 ± 0,21 1,50 ± 0,07
120 4,10 ± 0,71 1,00 ± 0,14
Tab. 7: Vergleich der MFI-Werte undifferenzierter THP-1 Zellen nach Inkubation mit Bodipy-PLGA 
Nanopartikeln über einen Zeitraum von 0 bis 120 Minuten bei 4°C und 37°C. 
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Abb. 7: Mittlere Fluoreszenzintensitäten undifferenzierter THP-1 Zellen nach Inkubation mit Bodipy-
PLGA Nanopartikeln über einen Zeitraum von 0 bis 120 Minuten bei 4°C und 37°C. 
 
Die Pulse-Chase-Inkubationen von THP-1 Zellen mit Fluoresbrite-Nanopartikeln 
ergaben folgende Messwerte: 
 
Chase-Inkubation
(Minuten) 
MFI 
4°C  37°C 
0 3,95 ± 0,21 3,95 ± 0,21
10 4,35 ± 0,07 4,10 ± 0,28
30 4,10 ± 0,14 3,75 ± 0,21
60 3,90 ± 0,00 3,30 ± 0,07
120 4,20 ± 0,00 3,00 ± 0,07
Tab. 8: Vergleich der MFI-Werte differenzierter THP-1 Zellen nach Inkubation mit Fluoresbrite 
Nanopartikeln über einen Zeitraum von 0 bis 120 Minuten bei 4°C und 37°C. 
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Abb. 8: Mittlere Fluoreszenzintensitäten differenzierter THP-1 Zellen nach Inkubation mit Fluoresbrite 
Nanopartikeln über einen Zeitraum von 0 bis 120 Minuten bei 4°C und 37°C. 
 
Chase-Inkubation
(Minuten) 
MFI 
4°C  37°C 
0 5,20 ± 0,00 5,20 ± 0,00
10 5,40 ± 0,42 5,20 ± 0,28
30 4,90 ± 0,14 4,95 ± 0,07
60 5,10 ± 0,28 4,60 ± 0,00
120 5,00 ± 0,07 4,70 ± 0,07
Tab. 9: Vergleich der MFI-Werte undifferenzierter THP-1 Zellen nach Inkubation mit Fluoresbrite 
Nanopartikeln über einen Zeitraum von 0 bis 120 Minuten bei 4°C und 37°C. 
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Abb. 9: Mittlere Fluoreszenzintensitäten undifferenzierter THP-1 Zellen nach Inkubation mit 
Fluoresbrite  Nanopartikeln über einen Zeitraum von 0 bis 120 Minuten bei 4°C und 37°C. 
 
Nach der Pulse-Inkubation für 15 Minuten bei 4°C mit Bodipy-PLGA-Partikeln 
erreichten die PMA-behandelten THP-1 Zellen einen weit höheren MFI-Wert als die 
unbehandelten Zellen. Während der 120-minütigen Chase-Inkubation bei 37°C war 
eine zeitabhängige Abnahme der zellassoziierten Fluoreszenzintensitäten zu 
beobachten, wobei beide Zelltypen am Ende der Chase-Inkubation annähernd 
gleiche MFI-Werte aufwiesen.  
Im Gegensatz dazu zeigten die mit Fluoresbrite-Nanopartikeln inkubierten Zellen nur 
unbeträchtlich unterschiedliche Startwerte. Im Zuge der Chase-Inkubation bei 37°C 
waren geringfügige Abnahmen der Fluoreszenzintensitäten zu beobachten, die für 
differenzierte und undifferenzierte Zellen im annähernd gleichen Bereich lagen.  
Die MFI-Werte während der Chase-Inkubation bei 4°C blieben bei beiden Zelltypen 
weitgehend konstant. 
 
Weiters wurden die Überstände, die während eines zusätzlichen Waschschrittes 
nach Ende der Inkubationszeit bei 37°C bzw. 4°C anfallen, fluorimetrisch analysiert. 
So sollte überprüft werden, ob im Zuge der Chase-Inkubation eine Dissoziation der 
oberflächengebundenen Bodipy-PLGA-Nanopartikel von der Zelloberfläche erfolgt.  
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Praktische Durchführung: 
Der Versuch wurde mit beiden Zelltypen durchgeführt. Es wurde ein Pulse-Chase-
Protokoll wie oben beschrieben verfolgt. Nach der Inkubation bei 4°C und 37°C 
wurden der Zellsuspension 100 µl PBS-Ca2+-Mg2+ hinzugefügt, zentrifugiert und 100 
µl Überstand abgehoben. Der Überstand wurde nicht verworfen sondern 
fluorimetrisch vermessen. Die Zellsuspension wurde durchflusszytometrisch  
analysiert.  
 
Chase- 
Inkubation 
(Minuten) 
MFI 
undifferenzierte THP-1 differenzierte THP-1 
37°C 4°C 37°C 4°C 
0 24,05 ± 0,35 24,05 ± 0,35 32,85 ± 4,31 32,85 ± 4,31 
30 9,55 ± 0,78 29,20 ± 2,69 13,65 ± 0,21 37,20 ± 2,12 
120 8,00 ± 0,42 29,20 ± 0,28 11,80 ± 0,99 32,50 ± 5,09 
Tab. 10: Vergleich der MFI-Werte Bodipy-PLGA-Nanopartikel-beladener undifferenzierter und 
differenzierter THP-1 Zellen während einer Inkubationszeit von 0 bis 120 Minuten bei 4°C und 37°C. 
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Abb. 10:  Mittlere Fluoreszenzintensitäten Bodipy-PLGA-Nanopartikel-beladener undifferenzierter  und 
differenzierter THP-1 Zellen während einer Inkubationszeit von 0 bis 120 Minuten bei 4°C und 37°C. 
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Chase- 
Inkubation 
(Minuten) 
Fluoreszenzintensität 
Differenziert Undifferenziert 
37°C 4°C 37°C 4°C 
0 415 415 449,5 449,5 
30 359 361,5 365 364 
120 249 314,5 242 351,5 
Tab. 11: Vergleich der Fluoreszenzintensitäten der Überstände eines zusätzlichen Waschschrittes von 
Bodipy-PLGA-Nanopartikel-beladenen, undifferenzierten und differenzierten THP-1 Zellen während 
einer Inkubationszeit von 0 bis 120 Minuten bei 4°C und 37°C. 
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Abb. 11: Vergleich der Fluoreszenzintensitäten der Überstände eines zusätzlichen Waschschrittes von 
Bodipy-PLGA-Nanopartikel-beladenen, undifferenzierten und differenzierten THP-1 Zellen während 
einer Inkubationszeit von 0 bis 120 Minuten bei 4°C und 37°C. 
 
Während der Chase-Inkubation bei 37°C war wieder eine zeitabhängige Abnahme 
der zellassoziierten Fluoreszenzintensität zu beobachten, während die MFI-Werte bei 
4°C weitgehend konstant blieben. 
Nach der Pulse-Inkubation bei 4°C wiesen die Überstände der undifferenzierten 
THP-1 Zellen etwas höhere Fluoreszenzwerte auf. Nach weiteren 30 Minuten 
Inkubation bei 37°C und 4°C fluoreszierten die Überstände beider Zelltypen bei 
beiden Temperaturstufen in einem annähernd gleichen Ausmaß. Am Ende der 
Chase-Inkubation waren die Fluoreszenzintensitäten der Überstände der bei 37°C 
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120 Minuten inkubierten Zellen sowohl bei PMA-behandelten als auch bei 
unbehandelten Zellen deutlich geringer als nach der Inkubation bei 4°C. 
 
3.8.2. Internalisierung von oberflächenmodifizierten Nanopartikeln durch 
THP-1 Zellen und Untersuchung der intrazellulären Lokalisation mittels 
Monensin 
Die oben erwähnte zeitabhängige Abnahme der zellassoziierten 
Fluoreszenzintensität nur bei 37°C deutet auf Quench-Effekte des 
säureempfindlichen Fluoreszenzfarbstoffs Fluorescein, mit dem WGA und BSA 
markiert sind, hin. Die mögliche intrazelluläre Lokalisation der in saure 
Kompartimente der Zelle aufgenommenen Nanopartikel sollte in der folgenden 
Versuchsreihe mit Monensin untersucht werden. Monensin, ein Natrium-Ionophor, ist 
in der Lage, den intrazellulären pH-Gradienten zu äquilibrieren. Folglich sollte die 
Zugabe von Monensin die ursprüngliche Abnahme der MFI-Werte während der 
Chase-Inkubation bei 37°C kompensieren [18]. 
 
Zusätzlich wurde untersucht, ob die Funktionalisierung von PLGA-Nanopartikeln mit 
WGA aufgrund der cytoadhäsiven und –invasiven Eigenschaften des Lektins die 
Bindung und Aufnahme der Nanopartikel erleichtern kann. 
 
Praktische Durchführung: 
Die Versuche wurden mit beiden Zelltypen unter Einsatz vergleichbarer 
Konzentrationen an WGA-PLGA-und BSA-PLGA-Partikeln entsprechend dem oben 
beschriebenen Pulse-Chase-Protokoll durchgeführt. 
50 µl einer Zellsuspension (5x106 Zellen/ml) und 50 µl Nanopartikelsuspension 
wurden 30 Minuten bei 4°C inkubiert. Um ungebundene Partikel zu entfernen, 
wurden 100 µl PBS-Ca2+-Mg2+ zugesetzt und zentrifugiert (1000 rpm, 5 Min, 4°C). 
150 µl Überstand wurden abgehoben und durch 150 µl PBS-Ca2+-Mg2+ ersetzt. Nach 
nochmaligem Zentrifugieren wurden 150 µl Überstand abgehoben und 
unterschiedlich lange (0 bis 120 Minuten) bei 4°C oder 37°C inkubiert. Die 
Zellsuspension wurde resuspendiert, mit 1 ml PBS-Ca2+-Mg2+ verdünnt und 
durchflusszytometrisch analysiert. Danach wurden 40 µl Monensin-Lösung 
zugesetzt, drei Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert und erneut 
durchflusszytometrisch erfasst. 
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In alle Versuche wurden Negativkontrollen inkludiert, die statt 
Nanopartikelsuspension PBS-Ca2+-Mg2+ enthielten, und bei den Berechnungen 
berücksichtigt. 
 
Es wurden folgende Messwerte ermittelt: 
 
Chase- 
Inkubation 
(Minuten) 
MFI 
WGA-PLGA-Nanopartikel 
37°C 4°C 
vor Monensin- 
zugabe 
nach Monensin-
zugabe 
vor Monensin-
zugabe 
nach Monensin-
zugabe 
0 9,10 ± 0,42 9,25 ± 0,21 9,10 ± 0,42 9,25 ± 0,21 
30 6,60 ± 0,14 8,70 ± 0,28 8,80 ± 0,00 8,90 ± 0,14 
60 6,40 ± 0,21 9,10 ± 0,21 8,40 ± 0,28 8,50 ± 0,28 
120 6,00 ± 0,14 9,10 ± 0,42 8,90 ± 0,70 8,60 ± 0,07 
 BSA-PLGA-Nanopartikel 
 37°C 4°C 
 
vor Monensin- 
zugabe 
nach Monensin-
zugabe 
vor Monensin-
zugabe 
nach Monensin-
zugabe 
0 0,05 ± 0,07 0,10 ± 0,00 0,05 ± 0,07 0,10 ± 0,00 
120 0,01 ± 0,00 0,50 ± 0,07 0,01 ± 0,00 0,01 ± 0,00 
Tab. 12: Änderung der Fluoreszenzintensität undifferenzierter THP-1 Zellen nach unterschiedlichen 
Inkubationszeiten mit WGA-PLGA- und BSA-PLGA-Nanopartikeln bei 37°C und 4°C, vor und nach 
Monensinzugabe. 
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Abb. 12: Zellassoziierte Fluoreszenzintensitäten WGA-PLGA-Nanopartikel beladener undifferenzierter 
THP-1 Zellen, vor und nach Monensinzugabe, während einer Inkubationszeit von 0 bis 120 Minuten bei 
37°C und 4°C. 
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Chase- 
Inkubation 
(Minuten) 
MFI 
WGA-PLGA-Nanopartikel 
37°C 4°C 
vor Monensin- 
zugabe 
nach Monensin-
zugabe 
vor Monensin-
zugabe 
nach Monensin-
zugabe 
0 5,70 ± 0,42 5,50 ± 0,28 5,70 ± 0,42 5,50 ± 0,28 
30 4,25 ± 0,07 6,00 ± 0,14 6,00 ± 0,21 5,80 ± 0,21 
60 3,50 ± 0,21 5,80 ± 0,57  5,80 ± 0,21 5,60 ± 0,07 
120 3,20 ± 0,21 5,90 ± 0,21 6,20 ± 0,35 5,70 ± 0,28 
 BSA-PLGA-Nanopartikel 
 37°C 4°C 
 
vor Monensin- 
zugabe 
nach Monensin-
zugabe 
vor Monensin-
zugabe 
nach Monensin-
zugabe 
0 0,20 ± 0,00 0,25 ± 0,07 0,20 ± 0,00 0,25 ± 0,07 
120 0,80 ± 0,07 3,3 ± 0,35 0,30 ± 0,00 0,30 ± 0,00 
Tab. 13: Änderung der Fluoreszenzintensität differenzierter THP-1 Zellen nach unterschiedlichen 
Inkubationszeiten mit WGA-PLGA- und BSA-PLGA-Nanopartikeln bei 37°C und 4°C, vor und nach 
Monensinzugabe. 
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Abb. 13: Zellassoziierte Fluoreszenzintensitäten WGA-PLGA-Nanopartikel beladener differenzierter 
THP-1 Zellen, vor und nach Monensinzugabe, während einer Inkubationszeit von 0 bis 120 Minuten bei 
37°C und 4°C. 
 
  
- 30 - 
Nach der halbstündigen Pulse-Inkubation bei 4°C mit WGA-PLGA-Nanopartikeln 
wiesen die unbehandelten Zellen weit höhere MFI-Werte auf als die mit PMA 
behandelten THP-1 Zellen. Während der 120 Minuten andauernden Chase-
Inkubation bei 37°C nahm sowohl bei differenzierten als auch bei undifferenzierten 
Zellen die zellassoziierte Fluoreszenzintensität mit steigender Inkubationsdauer ab, 
wobei die relative Abnahme der Fluoreszenzintensität bei beiden Zelltypen 
annähernd gleich war. Im Zuge der Chase-Inkubation bei 4°C blieben die 
Fluoreszenzwerte der Vergleichsgruppen wie erwartet weitgehend konstant. 
Nach Zusatz von Monensin stiegen die reduzierten MFI-Werte der PMA-behandelten 
und unbehandelten Zellen wieder an und erreichten die Messwerte der 
Vergleichsgruppen bei 4°C. Bei den Vergleichsgruppen bei 4°C konnten hingegen 
keine nennenswerten Unterschiede in den MFI-Werten vor und nach 
Monensinzugabe beobachtet werden. 
Im Gegensatz zu den WGA-funktionalisierten Nanosphären war die Bindung BSA-
modifizierter Partikel an die Zelloberfläche vernachlässigbar. Die MFI-Werte lagen 
nach der Pulse-Inkubation bei beiden Zelltypen im Bereich der Eigenfluoreszenz der 
Zellen oder nur geringfügig höher.  
  
3.9. Einfluss von Neuraminidase auf die Interaktion und 
Internalisation von Lektinen und Nanopartikeln 
 
3.9.1. Einfluss von Neuraminidase auf die Interaktion von THP-1 Zellen 
mit Lektinen 
In der folgenden Bindungsstudie mit fluoreszenzmarkierten pflanzlichen Lektinen 
sollten Änderungen im Lektinbindungsmuster von undifferenzierten und PMA-
behandelten Zellen untersucht werden, nachdem die Sialinsäure an der 
Zelloberfläche durch Vorbehandlung mit Neuraminidase entfernt wurde. Verwendet 
wurden WGA, das spezifisch an N-Acetyl-D-glukosamin- und Sialinsäurestrukturen 
bindet, PNA, ein für D-Galaktosamine spezifisches Lektin, und SNA, welches 
spezifisch α2,6-verknüpfte Sialylgruppen erkennt. 
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Praktische Durchführung: 
Die Versuchsreihe wurde sowohl mit differenzierten als auch mit PMA-unbehandelten 
Zellen durchgeführt. Die Zellen wurden bei einer Dichte von 5x106 Zellen/ml in einer 
Neuraminidaselösung von 0,2 bzw. 0,1 U/ml in FCS-freiem Medium resuspendiert. 
Die Zellen der Kontrollgruppe wurden mit FCS-freiem Medium auf die gleiche 
Zellzahl eingestellt. Beide Zellsuspensionen wurden 90 Minuten bei 37°C inkubiert. 
Danach wurde zentrifugiert (1000 rpm, 5 Min, 4°C) und die Zellen in PBS-Ca2+-Mg2+ 
(5x106 Zellen/ml) resuspendiert. 
50 µl Zellsuspension wurden mit 50 µl Lektinlösung (100 pmol/50 µl) 5 Minuten bei 
4°C inkubiert. Um den ungebundenen Lektinanteil zu entfernen, wurden danach 100 
µl PBS-Ca2+-Mg2+ zugesetzt und zentrifugiert (1000 rpm, 5 Min, 4°C). 150 µl 
Überstand wurden abgehoben und durch 150 µl PBS-Ca2+-Mg2+ ersetzt. Nach 
nochmaligem Zentrifugieren werden 150 µl Überstand verworfen. Die verbleibenden 
50 µl Zellsuspension wurden resuspendiert, mit 1 ml PBS-Ca2+-Mg2+ verdünnt und 
durchflusszytometrisch analysiert. 
In alle Versuche wurden Negativkontrollen einbezogen, die statt Lektinlösung PBS-
Ca2+-Mg2+ enthielten, und in den Berechnungen berücksichtigt. 
 
Folgende MFI-Werte wurden gemessen: 
 
 
MFI 
FCS-freies Medium Neuraminidaselösung 0,2 U/ml 
WGA 136,20 ± 1,86 115,43 ± 3,27 
PNA 0,70 ± 0,10 92,30 ± 2,17 
SNA 101,73 ± 2,51 51,73 ± 2,41 
Tab. 14: Vergleich der an undifferenzierte THP-1 Zellen gebundenen Lektinmengen nach 5 Minuten 
Inkubationszeit bei 4°C, mit oder ohne Neuraminidasevorbehandlung (0,2 U/ml, 90 Minuten, 37°C). 
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Abb. 14: Mittlere Fluoreszenzintensität undifferenzierter THP-1 Zellen nach Inkubation mit WGA, PNA 
und SNA für 5 Minuten bei 4°C mit oder ohne Neuraminidasevorbehandlung (0,2 U/ml, 90 Minuten, 
37°C). 
 
 
MFI 
FCS-freies Medium Neuraminidaselösung (0,1 U/ml) 
WGA 137,20 ± 2,51 111,63 ± 1,19 
PNA 1,70 ± 0,26 100,90 2,36 
SNA 116,63 ± 3,53 76,33 ± 2,62 
Tab. 15: Vergleich der an undifferenzierte THP-1 Zellen gebundenen Lektinmengen nach 5 Minuten 
Inkubationszeit bei 4°C, mit oder ohne Neuraminidasevorbehandlung (0,1 U/ml, 90 Minuten, 37°C). 
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Abb. 15: Mittlere Fluoreszenzintensität undifferenzierter THP-1 Zellen nach Inkubation mit WGA, PNA 
und SNA für 5 Minuten bei 4°C mit oder ohne Neuraminidasevorbehandlung (0,1 U/ml, 90 Minuten, 
37°C). 
 
 
MFI 
FCS-freies Medium Neuraminidaselösung (0,2 U/ml) 
WGA 148,63 ± 2,39 113,40 ± 0,66 
PNA 14,90 ± 4,53 78,27 ± 3,61 
SNA 165,63 ± 4,62 72,60 ± 0,26 
Tab. 16: Vergleich der an differenzierte THP-1 Zellen gebundenen Lektinmengen nach 5 Minuten 
Inkubation bei 4°C, mit oder ohne Neuraminidasevorbehandlung (0,2 U/ml, 90 Minuten, 37°C). 
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Abb. 16 Mittlere Fluoreszenzintensität differenzierter THP-1 Zellen nach 5 Minuten Inkubation mit 
WGA, PNA und SNA bei 4°C mit oder ohne Neuraminidasevorbehandlung (0,2 U/ml, 90 Minuten, 37°C). 
 
Die Ergebnisse zeigen, dass undifferenzierte THP-1 Zellen sowohl mit als auch ohne 
Neuraminidasevorbehandlung die höchste Bindungskapazität für WGA an der 
Zelloberfläche aufweisen. Die Neuraminidasevorbehandlung bewirkte geringfügig 
niedrigere MFI-Werte, wobei die Konzentration der Neuraminidaselösung keine Rolle 
spielte. Die MFI-Werte für PNA lagen bei PMA-unbehandelten Zellen vor einer 
Neuraminidasebehandlung nur knapp über der Eigenfluoreszenz der Zellen und 
stiegen durch Vorbehandlung mit Neuraminidase um ein Vielfaches an, wobei 
zusätzlich eine erhöhte Neuraminidasekonzentration in einer erhöhten Lektinbindung 
resultierte. Im Gegensatz dazu konnte die hohe Bindung von SNA an undifferenzierte 
Zellen durch Neuraminidasevorbehandlung in einem signifikanten Ausmaß reduziert 
werden; eine höhere Neuraminidasekonzentration übte keinen nennenswerten 
Einfluss aus. 
Differenzierte Zellen hingegen wiesen für SNA vor der Behandlung mit 
Neuraminidase die höchste Bindungskapazität auf. Die relative Abnahme der 
Bindungskapazitäten für WGA und SNA durch eine Neuraminidasevorbehandlung 
lagen größenordnungsmäßig im Bereich der undifferenzierten Zellen. Die Fähigkeit, 
PNA vor der Neuraminidasebehandlung an die Zelloberfläche zu binden, war bei 
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PMA-behandelten Zellen ausgeprägter als bei undifferenzierten Zellen, stieg aber 
durch eine Neuraminidasebehandlung nicht in gleichem Ausmaß  an wie bei PMA-
unbehandelten Zellen. 
 
3.9.2. Einfluss von Neuraminidase auf die Internalisation von Bodipy-
PLGA-Nanopartikeln durch THP-1 Zellen 
In der Literatur gibt es Hinweise, dass eine Vorbehandlung mit Neuraminidase, 
welche für den Abbau von Glycokonjugaten an der Zelloberfläche verantwortlich ist, 
die Phagozytosefähigkeit von Zellen steigert [7]. 
Anhand der folgenden Pulse-Chase-Inkubationen sollten die Auswirkungen der 
Neuraminidasebehandlung auf die Internalisation von Bodipy-PLGA-Nanopartikeln in 
THP-1 Zellen untersucht werden.  
 
Praktische Durchführung: 
Die Versuchsreihe wurde sowohl mit differenzierten als auch mit PMA-unbehandelten 
Zellen durchgeführt. Die Bodipy-PLGA-Nanopartikelsuspension wurde mit PBS-Ca2+-
Mg2+ soweit verdünnt, dass die Fluoreszenzintensität der Suspension bei einer 
Anregungs- bzw. Emissionswellenlänge von 485 bzw. 525 nm und einem 
Verstärkungsfaktor 85 bei etwa 20 000 lag. Differenzierte Zellen wurden nach 
Bestimmung der Zellzahl 10 Minuten bei 4°C gelagert. Die Zellen wurden bei einer 
Dichte von 5x106 Zellen/ml in einer Neuraminidaselösung von 0,2 bzw. 0,1 U/ml in 
FCS-freiem Medium resuspendiert.  Die Zellen der Kontrollgruppe wurden mit FCS-
freiem Medium auf dieselbe Zelldichte eingestellt. Differenzierte Zellen wurden 30 
Minuten, undifferenzierte Zellen 90 Minuten bei 37°C inkubiert. Danach wurde 
zentrifugiert (1000 rpm, 5 Min, 4°C) und in PBS-Ca2+-Mg2+ (5x106 Zellen/ml) 
resuspendiert. 
50 µl der Zellsuspension wurden mit 50 µl Nanopartikelsuspension 15 Minuten bei 
4°C inkubiert. Um ungebundene Partikel zu entfernen, wurden 100 µl PBS-Ca2+-Mg2+ 
zugesetzt und zentrifugiert (1000 rpm, 5 Min, 4°C). 150 µl Überstand wurden 
abgehoben und durch 150 µl PBS-Ca2+-Mg2+ ersetzt. Nach nochmaligem 
Zentrifugieren wurden 150 µl Überstand abgehoben und verworfen. Danach wurde 
unterschiedlich lange (0 bis 120 Minuten) bei 4°C oder 37°C inkubiert. Die 
Zellsuspension wurde resuspendiert, mit 1 ml PBS-Ca2+-Mg2+ verdünnt und 
durchflusszytometrisch analysiert. In alle Versuche wurden Negativkontrollen 
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eingeschlossen, die statt Nanopartikelsuspension PBS-Ca2+-Mg2+ enthielten, und in 
die Berechnungen miteinbezogen. 
 
Die Pulse-Chase-Inkubationen von Neuraminidase-vorbehandelten THP-1 Zellen mit 
Bodipy-PLGA-Nanopartikeln ergaben folgende Fluoreszenzintensitäten: 
 
Chase- 
Inkubation
(Minuten)
MFI 
FCS-freies Medium Neuraminidaselösung 
37°C 4°C 37°C 4°C 
0 26,40 ± 1,56 26,40 ± 1,56 27,30 ± 0,99 27,30 ± 0,99 
30 8,15 ± 0,35 24,40 ± 1,56 8,85 ± 0,21 27,50 ± 0,57 
120 3,80 ± 0,28 27,45 ± 2,90 4,20 ± 0,42 31,35 ± 0,07 
Tab. 17: Vergleich der MFI-Werte Bodipy-PLGA-Nanopartikel-beladener, undifferenzierter THP-1 
Zellen während einer Inkubationszeit von 0 bis 120 Minuten bei 4°C und 37°C, mit und ohne 
Neuraminidasevorbehandlung (0,2 U/ml). 
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Abb. 17: Mittlere Fluoreszenzintensitäten Bodipy-PLGA-Nanopartikel-beladener, undifferenzierter THP-
1 Zellen während einer Inkubationszeit von 0 bis 120 Minuten bei 4°C und 37°C, mit und ohne 
Neuraminidasevorbehandlung (0,2 U/ml). 
  
- 37 - 
Chase- 
Inkubation
(Minuten)
MFI 
FCS-freies Medium Neuraminidaselösung 
37°C 4°C 37°C 4°C 
0 41,45 ± 0,21 41,45 ± 0,21 48,40 ± 5,23 48,40 ± 5,23 
30 30,75 ± 1,63 39,15 ± 0,78 47,75 ± 1,20 51,75 ± 9,55 
120 12,95 ± 2,05 41,60 0,57 24,90 ± 8,63 48,30 ± 5,52 
Tab. 18: Vergleich der MFI-Werte Bodipy-PLGA-Nanopartikel-beladener, differenzierter THP-1 Zellen 
während einer Inkubationszeit von 0 bis 120 Minuten bei 4°C und 37°C, mit und ohne 
Neuraminidasevorbehandlung (0,1 U/ml). 
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Abb. 18: Mittlere Fluoreszenzintensitäten Bodipy-PLGA-Nanopartikel-beladener, differenzierter THP-1 
Zellen während einer Inkubationszeit von 0 bis 120 Minuten bei 4°C und 37°C, mit und ohne 
Neuraminidasevorbehandlung (0,1 U/ml). 
 
Chase- 
Inkubation
(Minuten)
MFI 
FCS-freies Medium Neuraminidaselösung 
37°C 4°C 37°C 4°C 
0 17,75 ± 0,21 17,75 ± 0,21 15,05 ± 0,21 15,05 ± 0,21 
30 7,00 ± 1,84 16,90 ± 0,14 6,95 ± 1,91 16,60 ± 1,27 
120 6,15 ± 0,64 17,40 ± 1,13 7,80 ± 1,27 16,55 ± 3,04 
Tab. 19: Vergleich der MFI-Werte Bodipy-PLGA-Nanopartikel-beladener, differenzierter THP-1 Zellen 
während einer Inkubationszeit von 0 bis 120 Minuten bei 4°C und 37°C, mit und ohne 
Neuraminidasevorbehandlung (0,2 U/ml). 
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Abb. 19: Mittlere Fluoreszenzintensitäten Bodipy-PLGA-Nanopartikel-beladener, differenzierter THP-1 
Zellen während einer Inkubationszeit von 0 bis 120 Minuten bei 4°C und 37°C, mit und ohne 
Neuraminidasevorbehandlung (0,2 U/ml). 
 
Im Allgemeinen war im Zuge der Chase-Inkubation bei 37°C wieder eine 
zeitabhängige Abnahme der zellassoziierten Fluoreszenzintensitäten zu beobachten, 
während die MFI-Werte bei 4°C weitgehend konstant blieben. Bei undifferenzierten 
THP-1 Zellen war kein Unterschied in der relativen Fluoreszenzabnahme zwischen 
neuraminidasevorbehandelten und unbehandelten Zellen festzustellen. Differenzierte 
Zellen zeigten in neuraminidasevorbehandeltem Zustand eine geringere relative 
Abnahme der zellassoziierten Fluoreszenz als Zellen, die nicht mit Neuraminidase 
behandelt wurden. Eine Änderung der Neuraminidasekonzentration übte keinen 
Einfluss auf die relative Fluoreszenzabnahme aus. 
 
3.10. Fluoreszenzmikroskopie 
Die Bindung und Internalisierung von Bodipy-PLGA-Nanopartikeln wurde zusätzlich 
mittels Fluoreszenzmikroskopie visuell untersucht. Zur Analyse der Interaktion 
zwischen Nanopartikel und Zelle wurden die Nanopartikel bei 4°C an die 
Zelloberfläche gebunden und die Zellen danach fluoreszenzmikroskopisch 
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untersucht. Um die Internalisierung zu visualisieren, wurden die Zellen mit 
oberflächengebundenen Nanopartikeln nach Entfernung des ungebundenen 
Partikelanteils bei 37°C weiter inkubiert und anschließend im Fluoreszenzmikroskop 
beobachtet.  
 
Praktische Durchführung:  
Der Versuch wurde mit beiden Zelltypen durchgeführt. 
50 µl Zellsuspension (5x106 Zellen/ml) wurden mit 50 µl Bodipy-PLGA-
Nanopartikelsuspension 15 Minuten bei 4°C inkubiert. Der ungebundene 
Partikelanteil wurde wie oben beschrieben entfernt. Danach wurde unterschiedlich 
lange (0 bis 120 Minuten) bei 4°C oder 37°C inkubiert. Die Zellsuspension wurde 
resuspendiert und fluoreszenzmikroskopisch analysiert. 
 
 
 
Abb. 20: Fluoreszenmikroskopische Aufnahme von 
Bodipy-PLGA-Nanopartikel-beladenen, 
differenzierten THP-1 Zellen nach 15 Minuten 
Pulse-Inkubation bei 4°C. 
Abb. 21: Fluoreszenmikroskopische Aufnahme von 
Bodipy-PLGA-Nanopartikel-beladenen, 
undifferenzierten THP-1 Zellen nach 120 Minuten 
Chase-Inkubation bei 37°C. 
 
Die Fluoreszenzbilder zeigen, dass Zellen, die nur bei 4°C inkubiert wurden, eine 
diffuse Fluoreszenzverteilung an ihrer Zelloberfläche als fluoreszierenden Ring um 
die Zellmembran, aufweisen. Zellen, die bei 37°C weiter inkubiert wurden, zeigen 
jedoch eine punktförmige Verteilung im Zellinneren, während sich bei Chase-
Inkubation bei 4°C die Fluoreszenz unverändert an der Zelloberfläche akkumuliert. 
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4. Ergebnisse 
Für das Phagozytoseverhalten von Monozyten und Makrophagen bzw. für ein 
gezieltes Targeting an diese Zellen ist der Aufbau der Glykokalyx von Bedeutung. Da 
THP-1 Zellen monozytäre Eigenschaften besitzen und durch Behandlung mit 
Phorbolestern zu makrophagenähnlichen Zellen differenzieren, wurden mit dieser 
Zelllinie anhand von Interaktions- und Internalisationsstudien die 
Phagozytoseeigenschaften von Monozyten und Makrophagen näher untersucht. Alle 
Versuche wurden sowohl mit differenzierten als auch mit undifferenzierten Zellen 
unter gleichen Bedingungen durchgeführt. 
 
Durch Zugabe von Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) wurden die Zellen zur 
Differenzierung angeregt und 24 bis 48 Stunden bei 37°C inkubiert. Nach PMA-
Behandlung lagen die Zellen in adhärenter und länglich abgeflachter Form vor, 
während unbehandelte Zellen in Suspension wuchsen und kugelähnliche Form 
aufwiesen. Um die Differenzierung zu bestätigen wurden CD14 Rezeptoren, die 
infolge der Differenzierung vermehrt exprimiert werden, über eine Antigen-Antikörper 
Reaktion mit einem FITC-markierten CD14 Antikörper und anschließende 
durchflusszytometrische Analyse quantifiziert [17]. Zur Bestimmung der spezifischen 
Antikörperbindung wurde ein FITC-markierter Isotyp eingesetzt, dessen MFI-Werte 
von den jeweiligen Daten subtrahiert wurden. Nach 48 Stunden stieg bei PMA-
vorbehandelten Zellen die mittlere zellassoziierte Fluoreszenzintensität (MFI) von 
0,27 ± 0,12 (undifferenzierte Zellen) auf 9,74 ± 0,42 an, was auf eine erhöhte 
Expression des CD14 Rezeptors hinweist. 
 
Zur Charakterisierung der Interaktion von unmodifizierten Nanopartikeln mit THP-1 
Zellen wurden Bodipy-PLGA- und Fluoresbrite-Nanopartikel verwendet. Um die 
optimale Inkubationszeit für die maximale Bindungsrate der Nanopartikel an die 
Zellen zu ermitteln, wurden die Zellen mit den Partikeln unterschiedlich lange (15 – 
120 Minuten) bei 4°C inkubiert. Bei dieser Temperatur ist der Stoffwechsel der Zellen 
soweit reduziert, dass sich die Interaktion auf die Bindung der Nanopartikel an die 
Zelloberfläche beschränkt und eine Permeation der Partikel ins Zellinnere 
weitgehend ausgeschlossen werden kann. Die Analyse erfolgte im 
Durchflusszytometer. Die Ergebnisse zeigten, dass bereits nach 15 Minuten 
Inkubationszeit die Bindung der Partikel an die Zelloberfläche zum Großteil 
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abgeschlossen ist, da eine weitere Erhöhung der Inkubationsdauer keine signifikante 
Änderung der zellgebundenen Fluoreszenzintensität bewirkte. Folglich wurde bei den 
Internalisierungsstudien mit Bodipy-PLGA- und Fluoresbrite-Nanopartikeln für die 
Pulse-Inkubation eine Dauer von 15 Minuten festgelegt. 
 
Um die Interaktion von THP-1 Zellen mit oberflächenmodifizierten Nanopartikeln zu 
untersuchen, wurden PLGA-Partikel mittels Solvent Evaporation Technik hergestellt 
und fluoreszenzmarkiertes WGA bzw. BSA mittels einer Carbodiimid-
Aktivestermethode kovalent an freie Oberflächencarboxylgruppen des PLGA-
Partikels gebunden. Durch Konjugation mit Lektinen wird eine spezifische Interaktion 
mit Zuckerstrukturen der zellulären Glykokalyx möglich, wodurch die Aufnahme von 
PLGA-Nanopartikeln in die Zellen gesteigert werden kann [15]. Zur Kontrolle der 
unspezifischen Bindung wurden BSA-modifizierte PLGA-Partikel eingesetzt [16]. 
Nach unterschiedlichen Inkubationszeiten (15 – 45 Minuten) von THP-1 Zellen mit 
oberflächenmodifizierten Nanopartikeln bei 4°C wurde die optimale Pulse-
Inkubationsdauer mit 30 Minuten fesgelegt. 
 
In weiterer Folge wurde untersucht, inwieweit oberflächlich gebundene Nanopartikel 
von den Zellen internalisiert werden können. Entsprechend einem Pulse-Chase- 
Inkubationsprotokoll wurden die Partikel zunächst bei 4°C an die Zelloberfläche 
gebunden (Pulse) und die Zellen nach Entfernung der ungebundenen Partikel 
unterschiedliche lange (0 – 120 Minuten) bei 37°C inkubiert (Chase). Die während 
der Pulse-Inkubation oberflächlich gebundenen Nanopartikel sollten in der Chase-
Phase internalisiert werden, da Zellen nur bei 37°C metabolisch aktiv sind. Im Zuge 
der Chase-Inkubation wird durch Aufnahme der Partikel in saure Zellkompartimente 
eine zeitabhängige Abnahme der zellassoziierten Fluoreszenz erwartet, die auf 
Quench-Effekten der säureempfindlichen Farbstoffe beruht. Zum Vergleich wurden 
die Chase-Inkubationen auch bei 4°C durchgeführt, da bei dieser Temperatur 
aufgrund des reduzierten Zellstoffwechsels keine Internalisierung erwartet wird.  
Die durchflusszytometrische Analyse ergab bei einer Chase-Inkubationstemperatur 
von 4°C über einen Zeitraum von 120 Minuten bei beiden Zelltypen sowohl für 
Bodipy-PLGA- als auch für Fluoresbrite-Nanopartikel weitgehend konstante MFI-
Werte.  
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Hingegen konnte nach gleich langer Chase-Inkubation bei 37°C bei mit Bodipy-
PLGA-Partikeln beladenen Zellen eine zeitabhängige Abnahme der zellgebundenen 
Fluoreszenzintensitäten beobachtet werden. Da PMA-behandelte Zellen nach 15-
minütiger Pulse-Inkubation bei 4°C weit höhere MFI-Werte (9,05 ± 0,35) als die 
unbehandelten Zellen (4,35 ± 0,21) zeigten, besitzen differenzierte THP-1 Zellen eine 
höhere Bindungskapazität für Bodipy-PLGA-Nanopartikel. Da beide Zelltypen am 
Ende der Chase-Inkubation annähernd gleiche MFI-Werte aufwiesen, scheint die 
Phagozytosefähigkeit differenzierter THP-1 Zellen für Bodipy-PLGA-Nanopartikel 
ausgeprägter zu sein als jene von undifferenzierten Zellen. 
Im Gegensatz dazu zeigten die mit Fluoresbrite-Nanopartikeln inkubierten Zellen nur 
geringfügig unterschiedliche Startwerte. Im Zuge der Chase-Inkubation bei 37°C 
nahmen die zellgebundenen Fluoreszenzintensitäten nur geringfügig ab und lagen 
für differenzierte und undifferenzierte Zellen in annähernd gleichen Bereichen. 
Folglich wurden wegen der geringen Aufnahmerate von Fluoresbrite-Nanopartikeln in 
THP-1 Zellen PLGA-Nanopartikel für weitere Versuche bevorzugt eingesetzt.  
 
Die Bindung und Aufnahme von Bodipy-PLGA-Nanopartikeln wurde zusätzlich 
anhand von Pulse-Chase-Inkubationen und Auswertung mittels 
Fluoreszenzmikroskopie visuell bestätigt. Zellen, die bei 4°C inkubiert wurden, 
wiesen eine diffuse Fluoreszenzverteilung an der Zelloberfläche auf. Hingegen 
zeigten Zellen, die bei 37°C inkubiert wurden, eine punktförmige Verteilung der 
Fluoreszenz im Zellinneren, was eine Internalisation der Partikel und eine 
Lokalisation in Vesikeln bestätigt. 
 
Um eine mögliche Dissoziation von ursprünglich membrangebundenen Bodipy-
PLGA-Nanopartikeln während der Chase-Inkubation zu erkennen, wurden die 
Überstände, die während eines zusätzlichen Waschschrittes nach Ende der 
Inkubationszeit bei 37°C bzw. 4°C anfallen, fluorimetrisch analysiert. Nach der Pulse-
Inkubation wiesen die Überstände der undifferenzierten THP-1 Zellen höhere 
Fluoreszenzintensitäten auf, was auf eine geringere Partikel-Bindungskapazität 
dieser Zellen hinweist. Da am Ende der zweistündigen Chase-Inkubation bei 37°C 
die Fluoreszenzintensitäten der Überstände sowohl bei PMA-behandelten als auch 
bei unbehandelten Zellen deutlich geringer waren als nach der Inkubation bei 4°C, 
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werden die membrangebundenen Partikel in die Zelle aufgenommen und lösen sich 
nicht mehr von der Zelloberfläche ab. 
 
Die intrazelluläre Lokalisation der in saure Kompartimente der Zelle aufgenommenen 
Nanopartikel sollte mit Monensin, einem Natrium-Ionophor, das den intrazellulären 
pH-Gradienten ausgleicht, verifiziert werden. Folglich sollte die Zugabe von 
Monensin die Abnahme der MFI-Werte während der Chase-Inkubation bei 37°C 
rückgängig machen [18]. Zusätztlich wurde untersucht, ob die Funktionalisierung von 
PLGA-Nanopartikeln mit WGA aufgrund der cytoadhäsiven und –invasiven 
Eigenschaften die Absorption der Partikel in die Zellen fördert.  
Nach 30-minütiger Pulse-Inkubation bei 4°C und Entfernung des ungebundenen 
Partikelanteils wurde unterschiedlich lange (0 – 120 Minuten) bei 37°C 
weiterinkubiert (Chase-Inkubation). Bei undifferenzierten Zellen war im Zuge der 
Chase-Inkubation bei 37°C eine zeitabhängige Abnahme der Fluoreszenzwerte von 
9,10 ± 0,42 auf 6,00 ± 0,14 zu beobachten. Nach Zugabe von Monensin wurde die 
ursprüngliche Fluoreszenzintensität (9,10 ± 0,42) wieder hergestellt. Die MFI-Werte 
differenzierter Zellen fielen von 5,70 ± 0,42 auf 3,20 ± 0,21 und erreichten nach 
Monensinzugabe wieder einen MFI-Wert von 5,90 ± 0,21. Die Chase-Inkubation bei 
4°C ergab sowohl für differenzierte als auch undifferenzierte Zellen weitgehend 
konstante Werte. Im Gegensatz dazu zeigten BSA-konjugierte Nanosphären, die zur 
Kontrolle der unspezifischen Bindung dienen sollten, keine nachweisbare 
Zellbindung. Die MFI-Werte lagen dabei  im Bereich der Eigenfluoreszenz der Zellen. 
Die Bindung und Internalisierung der WGA-funktionalisierten PLGA-Nanopartikel ist 
angesichts des Vergleichs mit BSA-modifizierten Partikeln auf eine spezifische 
Interaktion zurückzuführen und die Versuche in Gegenwart von Monensin deuten auf 
eine Akkumulation der aufgenommenen Partikel in sauren Kompartimenten der Zelle 
wie den Lysosomen hin. 
 
Durch Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen oder durch eine 
Vorbehandlung mit dem Enzym Neuraminidase, welches spezifisch Sialinsäure von 
der Zelloberfläche abspaltet und auch während der Differenzierung vermehrt 
exprimiert wird, kommt es zu Veränderungen des Kohlenhydratmusters in der 
Glykokalyx. Um die Auswirkungen einer Neuraminidasevorbehandlung auf das 
Interaktions- und Internalisationsverhalten der THP-1 Zellen festzustellen, wurden 
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zunächst mögliche Änderungen im Lektinbindungsmuster der Zellen untersucht. Für 
diese Bindungsstudien wurden WGA, das spezifisch an N-Acetyl-D-Glukosamin- und 
Sialinsäurestrukturen bindet, PNA, ein für D-Galaktosamine spezifisches Lektin, und 
SNA, welches spezifisch α2,6-verknüpfte Sialylgruppen erkennt, eingesetzt. Nach 
Vorinkubation mit Neuraminidase bei 37°C wurden die Zellen 5 Minuten bei 4°C mit 
den jeweiligen Lektinen inkubiert und nach Entfernung des ungebundenen 
Lektinanteils durchflusszytometrisch analysiert. Sowohl undifferenzierte als auch 
differenzierte Zellen wiesen vor und nach Neuraminidasebehandlung eine hohe und 
nur geringfügig veränderte Bindungskapazität für WGA auf, was auf einen hohen 
Anteil von N-Acetyl-D-Glukosamin- und Sialinsäurestrukturen in der Glykokalyx 
beider Zelltypen hinweist. Die Bindung von SNA, welches bei differenzierten Zellen 
die höchsten MFI-Werte zeigte (165,63 ± 4,62), und auf ein vermehrtes 
Vorhandensein von Sialylgruppen bei PMA-behandelten Zellen hinweisen könnte, 
wurde durch Neuraminidase bei beiden Zelltypen auf die Hälfte reduziert. 
Undifferenzierte Zellen zeigten mit MFI-Werten knapp über der Eigenfluoreszenz der 
Zellen (0,7 ± 0,1) praktisch keine PNA-Bindung und besitzen demnach keine 
zugänglichen Galaktosamin-Teilstrukturen. Durch Neuraminidase-Vorbehandlung 
stiegen die MFI-Werte undifferenzierter Zellen stark an (92,30 ± 2,17), sodass erst 
die Entfernung von Sialylsäure-Teilstrukturen Galaktosaminyl-Reste offenlegt. Bei 
differenzierten Zellen waren Galaktosamin-Strukturen zwar vorhanden (MFI 14,90 ± 
4,53) eine Neuraminidasevorbehandlung bewirkte jedoch keine so deutliche 
Steigerung der PNA-Bindungskapazität (78,27 ± 3,61) wie bei undifferenzierten 
Zellen. Eine Veränderung der Neuraminidasekonzentration resultierte nur im Fall von 
PNA in veränderter Bindungskapazität. 
 
Um mögliche Auswirkungen der Neuraminidase auf das Phagozytoseverhalten von 
THP-1 Zellen festzustellen, wurde nach Neuraminidasevorinkubation der Zellen die 
Partikel-Zell-Interaktion anhand eines Pulse-Chase-Protokolls mit Bodipy-PLGA-
Partikeln verfolgt. Im Zuge der Chase-Inkubation bei 37°C nahm die zellassoziierte 
Fluoreszenzintensität mit der Inkubationsdauer ab, die MFI-Werte bei 4°C blieben 
jedoch weitgehend unverändert. Bei undifferenzierten THP-1 Zellen war kein 
Unterschied in der relativen Fluoreszenzabnahme zwischen 
neuraminidasevorbehandelten (von 27,30 ± 0,99 auf 4,20 ± 0,42) und unbehandelten 
Zellen (von 26,40 ± 1,56 auf 3,80 ± 0,28) festzustellen. Differenzierte Zellen hingegen 
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zeigten in neuraminidasevorbehandeltem Zustand eine geringere relative Abnahme 
der zellassoziierten Fluoreszenzintensität von (15,05 ± 0,21 auf 7,80 ± 1,27) als jene 
Zellen, die nicht mit Neuraminidase behandelt wurden (von 17,75 ± 0,21 auf 6,15 ± 
0,64). Eine Änderung der Neuraminidasekonzentration zeigte keine Auswirkung auf 
die relative Fluoreszenzabnahme. Die in der Litertur beschriebene erhöhte 
Phagozytosefähigkeit der Zellen durch Neuraminidasevorbehandlung [7] konnte 
somit nicht bestätigt werden.  
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5. Zusammenfassung 
Im Rahmen der vorliegenden Diplomarbeit wurde das Phagozytoseverhalten von 
Monozyten und Makrophagen anhand von THP-1 Zellen näher charakterisiert. 
Monozytäre THP-1 Zellen konnten durch PMA zu Makrophagen differenziert werden, 
was durch erhöhte CD14 Expression an der Oberfläche nachgewiesen werden 
konnte. Mittels Solvent Evaporation Technik wurden unmarkierte PLGA- und Bodipy-
markierte PLGA-Nanopartikel hergestellt. WGA wurde mittels Carbodiimidmethode 
an PLGA-Partikel gekoppelt, und es wurde untersucht, inwiefern diese 
Oberflächenmodifikation mit Lektin die Cytoadhäsion und –invasion der kolloidalen 
Arzneiformen beeinflusst. Anhand eines Pulse-Chase-Protokolls wurde die 
Interaktion und Internalisation unterschiedlich modifizierter Nanopartikel aus 
unterschiedlichen Matrices verfolgt. Während differenzierte THP-1 Zellen mehr 
PLGA-Nanopartikel in die Zelle aufnehmen als undifferenzierte Zellen, bewirkte die 
Oberflächenmodifikation mit Lektin keine erhöhte intrazelluläre Akkumulation. Die 
intrazelluläre Lokalisation der Partikel in sauren Kompartimenten wurde durch 
Behandlung mit Monensin und Fluoreszenzmikroskopie bestätigt. Darüber hinaus 
wurde anhand des Lektinbindungsmusters die Glykokalyx der THP-1 Zellen im 
undifferenzierten und differenzierten Status näher charakterisiert und der Einfluss der 
Neuraminidase auf die Zuckerbindungskapazität und Absorption von Bodipy-PLGA-
Nanopartikeln untersucht.  
Basierend auf diesen Ergebnissen scheinen THP-1 Zellen als Modell für 
Phagozytose geeignet zu sein, wobei sich fluoreszenzmarkierte PLGA-Nanopartikel 
als geeignete analytische Plattform für die Charakterisierung der Nanopartikel-Zell-
Interaktion erwiesen haben. Weiters bietet die Behandlung der Zellen mit 
Neuraminidase durch Modifikation der Glykokalyx eine vielversprechende 
Möglichkeit, in die Lektinbindungskapazität von Monozyten bzw. Makrophagen 
einzugreifen, was für weiterführende Studien im Bereich Lektin-vermitteltes Targeting 
von Monozyten bzw. Makrophagen von Interesse ist.  
- 47 - 
6. Literaturverzeichnis 
[1] Bennet H.S., 1963. Morphological aspects of extracellular polysaccharides, 
Journal of Histochemistry & Cytochemistry 11, 14-23 
[2] Carr I., Everson G., Rankin A., Rutherford J., 1970. The fine structure of the cell 
coat of peritoneal macrophage and its role in the recognition of foreign material,  
Zeitschrift für Zellforschung und mikroskopische Anatomie 105, 339-349 
[3] Hounsell E.F., 2000. Glycobiology of the immune system, In: Ernst B., Hart G.W., 
Sinaÿ P., Carbohydrates in chemistry and biology, part II, vol. 4 Wiley-VCH New York 
[4] Maldonado G., Gorocica P., Agundis C., Pérez A., Molina J., Zenteno E., 1998.  
Inhibition of phagocytic activity by the N-acetyl-D-galactosamine-specific lectin from 
Amaranthus leucocarpus, Glycoconjugate Journal 15, 615-622 
[5] Sabri S., Soler M., Foa C., Pierres A., Benoliel A., Bongrand P., 2000. Glycocalyx 
modulation is a physiological means of regulation cell adhesion, Journal of Cell 
Science 113, 1589-1600 
[6] Liang F., Seyrantepe V., Landry K., Ahmad R., Ahmad A., Stamatos N.M., 
Pshezhetsky A.V., 2006. Monocyte Differentiation Up-Regulates the Expression of 
the Lysosomal Sialidase, Neu1, and Triggers its Targeting to the Plasma Memabrane 
via Major Histocompatibility Complex Class II-positive Compartments, The Journal of 
Biological Chemistry 281 (37) 27526–27538 
[7] Videira P.A., Amado I.F., Crespo H.J., Algueró M.C., Dall’Olio F., Cabral M.G., H.  
Trindade, 2008. α2-3- and α2-6-sialylation of human monocytes and derived dendritic 
cells and its influence of endocytosis, Glycoconjugate Journal 25, 259-268 
[8] S. Tsuchiya et al, 1980. Establishment and characterization of a human acute 
monocytic leukemia cell line (THP-), International Journal of Cancer 26 (2), 171-176 
[9] Win K.Y., Feng S.S., 2005. Effects of particles size and surface coating on cellular 
uptake of polymeric nanoparticles for oral delivery of anticancer drugs, Biomaterials 
26, 2713-2722 
[10] Anderson J.M., Shive M.S., 1997. Biodegradation and biocompatibility of PLA 
and PLGA microspheres, Advanced Drug Delivery Reviews 28, 5-27 
[11] 
http://www.polysciences.com/SiteData/docs/TDS%20431/f9c2b5a7ebf9f8d8aa29f953
aae60269/TDS%20431.pdf 
[12] Wang T.S., Lee M.H, Su N.W., 2009. Screening of lectins by an enzyme-linked 
adsorbent assay, Food Chemistry 113, 1218-1225 
- 48 - 
[13] Sharon N. & Lis H., 2004. Lectins Second Edition, Springer 
[14] Van Damme E.J.M., Peumans W.J., Pusztai A., Bardocz S., 1998. Handbook of 
Plant Lectins: Properties and Biomedical Applications, Wiley 
[15] Weissenböck A., Wirth M., Gabor F., 2004. WGA-grafted PLGA-nanospheres: 
preparation and association with Caco-2 single cells, Journal of Controlled Release 
99, 383-392 
[16] Gabor F., Wirth M., Jurkovich B., Haberl I., Theyer G., Walcher G., Hamilton G., 
1997, Lectin-mediated bioadhesion: Proteolytic stability and bindingcharacteristics of 
wheat germ agglutinin and Solanum tuberosum lectin on Caco-2, HT-29 and human 
colonocytes, Journal of Controlled Release 49, 27-37 
[17] Schwende H., Fitzke E., Ambs P., Dieter P., 1996. Differences in the state of 
differentiation of THP-1 cells induced by phorbol ester and 1,25-dihydroxyvitamin D3,  
Journal of Leukocyte Biology 59, 555-561 
[18] Gabor F., Bogner E., Weissenböck A., Wirth M., 2004. The lectin-cell interaction 
and its implications to intestinal lectin-mediated drug delivery, Advanced Drug 
Delivery Reviews 56, 459-480 
 
 
7. Anhang: Publikation 
  
- 49 - 
 - 50 - 
 
  
- 51 - 
 
  
- 52 - 
 
  
- 53 - 
  
- 54 - 
 
  
- 55 - 
 - 56 - 
- 57 - 
8. Lebenslauf 
Persönliche Daten: 
Name: Stefanie Gallauner 
Geburtsdatum: 28. Oktober 1983 
Geburtsort: Wien, Österreich 
 
Ausbildung: 
1990 – 1994   Volksschule Antonigasse 1180 Wien 
1994 – 2002   AHS Albertus Magnus Schule 1180 Wien 
Oktober 2002   Beginn des Pharmaziestudiums an der Universität Wien  
März –    Diplomarbeit an der Universität Wien am Department für 
September 2008  Pharmazeutische Technologie und Biopharmazie 
 
Sommersemester und  Tutorin im Praktikum Industrielle Arzneimittelherstellung 
Wintersemester 2008:  am Department für Pharmazeutische Technologie und 
Biopharmazie 
